

















































over  currently  used  integrating  lentiviral  vectors  (ILVs)  as  side  effects  caused  by 





dividing  hepatocytes)  as  principal  targets.  Transduction  efficiency  and  relative 
transgene expression in vivo from ILVs and IDLVs were assessed in both tissues, and a 
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group.  They  successfully  transferred  the  human  gene  for  hypoxanthine 









clinical  trial  to  treat  patients  with  advanced  metastatic  melanoma.  Human  tumour 
infiltrating lymphocytes (TIL) were modified by retroviral‐mediated gene transfer to 
introduce  NeoR.  These  cells  were  then  infused  into  patients  and  the  tracking  of 
modified cells was made possible using the neomycin gene as a marker; the study 
therefore  demonstrating  the  successful  introduction  of  a  gene  by  retroviral 
transduction 
























vivo  into  patient  derived  CD34
+  bone  marrow  stem  cells.  Increase  in  T‐  and  B‐cell 
population  number  and  improvement  of  immune  function  has  been  observed  for 
nearly  all  patients  treated.  However,  despite  this,  five  patients  developed  acute 
lymphoblastic leukemia almost three years after treatment, causing the death of one, 


















Research  for  treatment  of  monogenic  disease remains  foremost.  When  considering 
gene therapy for monogenic disorders, parameters for treatment include whether the 
gene mutation leads to a loss or gain of function, whether the gene product’s function 







(2) Modification  of  messenger  RNA  to  avoid  the  consequences  of  mutation;  a 





lead  to  expression  of  an  abnormally  spliced  protein.  Small  interfering  RNAs 
(siRNAs) have been used in this approach 
32.  
(4) Repair  of  the  mutated  gene  in  the  host  DNA  sequence  and  reversal  of  the 
disease. This strategy utilises a DNA‐sequence‐specific binding domain and an 
endonuclease  capable  of  inducing  site‐specific  double‐strand  breaks  in  DNA. 



















2.  One  of  the  most  difficult  challenges  in  gene  therapy  is  the 
development  of  vectors  and  delivery  systems  that  are  safe,  efficient  and  targeted. 
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genome  of  7‐12kb  in  size.  The  hallmark  of  retroviruses  is  their  replicative  strategy 
which  involves  reverse  transcription  of  the  viral  RNA  into  linear  DNA  and  the 
subsequent  integration  of  this  DNA  into  the  host  cell  genome.  Within  the  family 
Retroviridae there are seven genera; Alpharetrovirus, Betaretrovirus, Gammaretrovirus, 
Deltaretrovirus, and Epsilonretrovirus (containing simple retroviruses with oncogenic 













During  the  course  of  their  life  cycle,  retroviruses  alternate  between  two  principal 
forms:  the  provirus  and  the  virion.  The  provirus  consists  of  double‐stranded  DNA 
integrated into a host cell chromosome. Viral RNA and proteins are then expressed 
from  the  provirus  using  the  host  transcription  and  translation  apparatus,  and  are 
























also  contains  genes  coding  for  the  regulatory  proteins  Tat  (trans‐activator  of 
transcription) and Rev (regulator of virion) and the accessory proteins Vif, Vpr, Vpu, and 
Nef which can act to protect the virus from host restriction factors 






41.  U3  (unique  in  3’)  is  approximately  450  nucleotides  long  in  both  murine 
leukaemia virus (MLV) and HIV‐1 and acts as a promoter of viral transcripts. The R 
(repeat)  region  is  approximately  100  nucleotides  long  in  HIV‐1  and  contains  a 





























Figure  1.2  Proviral  genome  organisation  of  (A)  a  simple  wildtype  murine  leukaemia  virus  and  (B)  a  complex  wildtype  human 
immunodeficiency virus type I genome. Both genomes contain the basic structural genes: gag which encodes matrix (MA), capsid (CA) and 
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Lentiviruses  differ  from  other  retroviruses  due  to  their  long  latent  period  during 


































1.  A  specific  cellular  tRNA  (tRNA
lys3)  acts  as  a  primer  and  hybridizes  to  the  













































































interaction  of  of  both  cis‐acting  regulatory  sequences  in  the  LTR  and  trans‐acting 
proteins made by the cell and the virus. The HIV‐1 promoter does not assemble a 















and  Gag‐Pol‐Pro  polyproteins  associate  to  the  cellular  membrane  where  Gag 
multimerisation occurs and the viral genome is bound by NC through an encapsidation 
signal (Ψ) which is present only on unspliced mRNA, allowing it to be packaged. The env 
gene  is  transcribed  as  one  full  mRNA  product  and  is  then  translated  to  produce  a 
precursor protein to the viral glycoproteins gp120 and gp41. During translation Env is 














cell  surface  as  immature,  non‐infectious  particles.  The  Gag  and  Gag‐Pol‐Pro 
polyproteins are then cleaved by protease (PR) to produce the IN and RT as well as the 
structural  proteins  MA,  CA,  and  NC.  This  proteolytic  processing  is  required  for 
















have  been  frequently  used  in  research  as  well  as  clinical  trials.  However,  lentiviral 
vectors, such as those based upon HIV are now more common as they have the added 
advantage  that  they  are  able  to  integrate  into  non‐proliferating  cells 
73.  Lentiviral 












cis‐acting  sequences  are  required  for  lentivector  construction,  however,  these 
sequences  are  separated  to  prevent  the  generation  of  replication‐competent 
retroviruses (RCRs). Consequently, the cis‐acting sequences (LTRs, RRE, splice donor 
and acceptor, Ψ, PBS, PPT and cPPT) are contained within the transfer vector construct, 
and  trans‐acting  genes  (gag,  pol,  and  env)  are  located  on  separate  plasmids.  The 
transfer vector consists of modified LTRs, a transgene driven by a suitable promoter, 
and the packaging signal. The 3’ sequence of the U3 element has been modified so that 
only  18bp  remains,  this  eliminates  promoter  activity  and  means  that  proviruses 
resulting from this vector cannot transcribe their full genome and are therefore said to 
be  self‐inactivating  (SIN) 
74.  Further  features  of  these  vectors  include  an  extended 
packaging  signal 
77,  the  cPPT/CTS  (central  termination  sequence)  element  which 
enhances transduction in non‐dividing cells 
78, and a woodchuck hepatitis virus post‐










vector  potency  and  transgene  expression.  (C,  D  and  E)  First,  second  and  third 
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77.  This  deletion  also  increased  the  biosafety  of  vectors,  since  any  RCR 
generated during vector production will lack the essential factors for HIV‐1 virulence in 






an  envelope  glycoprotein  (env),  most  commonly  the  envelope  glycoprotein  from 



































































Promoter 5’ LTR Ψ SIN 3’ LTR Transgene WPRE
gag‐pol env
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Lentiviral  vectors  are  efficient  at  transducing  both  dividing  and  quiescent  cells  and 
stable  integration  of  the  transgene  allows  long  term  expression  in  the  target  and 
subsequent daughter cells. However, the recent leukaemia observed in clinical trials for 
SCID‐X1 caused by insertional mutagenesis has highlighted the need for safer vectors. 
Integration  deficient  lentiviral  vectors  (IDLVs)  can  be  produced  through  the  use  of 
integrase  mutations  that  specifically  prevent  proviral  integration,  resulting  in  the 
generation  of  increased  levels  of  circular  vector  episomes  in  transduced  cells. 
Compared to integrating lentivectors (ILVs), IDLVs have a greatly reduced risk of causing 




transfer  it  is  also  a  relatively  inefficient  process.  A  significant  amount  of  DNA  is 
processed into episomal forms by lentiviruses and their derived vectors, among them: 



































impaired  integration.  Viral  integrase  is  pleiotropic,  being  involved  in  virion 









Figure  1.7  Formation  of  lentiviral  vector  episomes.  The  product  of  reverse 
transcription is a linear double‐stranded DNA (dsDNA) with LTRs at both ends. This 
DNA  is  imported  into  the  nucleus  as  part  of  the  viral  preintegration  complex. 
Conventional lentiviral vectors, with a functional IN, can be integrated into the host 
genome  as  proviruses.  However,  the  linear  DNA  can  also  be  circularized  by 
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IDLVs  have  some  residual  integration.  Studies  carried  out  with  human  colon 
adenocarcinoma (HT‐29), human fibrosarcoma (HT1080), and human cervical cancer 
(HeLa)  cell  lines  in  vitro  comparing  SIN  HIV‐1  based  vectors  have  estimated  that 




















Unintegrated  lentiviral  DNA  can  be  maintained  as  transcriptionally  competent 
templates both in cell culture and also in vivo. Saenz and colleagues in 2004 showed 














Cornu  and  Cathomen  estimated  that,  based  on  experiments  in  HEK‐293T  cells 
transduced with either an ILV or IDLV expressing eGFP, a 10‐fold higher dose of IDLV 














efficient  transduction  of  muscle  fibres  with  eGFP  occurs  following  intramuscular 
injection of IDLV 
67. IDLVs have also been used for transient expression in dividing cell 
types,  including  transduction  of  dendritic  cells  for  vaccination  strategies 
94,  and 






























































oncolytic  viruses,  or  vectors  expressing  suicide  genes,  specifically  to  tumour  cells 
should  prevent  gene  expression  and  subsequent  death  of  normal  patient  cells. 
Selective gene expression can also be important in treatment of many haematologic 





the  risk  of  vector  dissemination  and  off  target  expression  is  therefore  very  low. 
However,  for  in  vivo  gene  delivery,  cell  targeting  is  critical  to  enhance  therapeutic 
effect, reduce side effects, and lower the amount of vector required 
1. To achieve this 
goal  a  number  of  methods  can  be  employed:  (i)  Pseudotyping;  this  involves  the 
manipulation  of  viral  tropism  through  the  use  of  alternative  or  surface  engineered 
envelope  glycoproteins  (outlined  in  Figure  1.9) 







sequences  incorporated  into  vectors.  These  sequences  allow  endogenous  miRNA 




















increased  breadth  in  the  virus  host  range 
102.  This  has  been  described  as  the 
‘pseudotypic paradox’ because the assembly of surface glycoproteins appears to be 
both  specific  and  non‐specific 











101.  Pseudotyped  vectors  have  several  clinical  and 
experimental  applications;  the  study  of  a  pseudotyped  vector  may  have  safety 
advantages so that viral entry and envelope proteins can be studied without the risk of 
using the infectious virus. A pseudotype may also be manipulated with greater ease, 



































The  first  group  to  produce  and  test  HIV‐1  based  vectors  pseudotyped  with  an 
heterologous  glycoprotein  was  Page  et  al.  in  1990  who  pseudotyped  a  replication 
defective  HIV‐1  vector  with  an  MLV‐A  glycoprotein 
105.  After  which,  in  1996,  three 
groups  independently  showed  that  the  glycoprotein  from  VSV  was  also  efficiently 
incorporated  into  HIV‐1  virions 
76,106,107.  Today  VSVg  remains  the  most  popular 
glycoprotein  for  pseudotyping  lentiviral  vectors  and  has  effectively  become  the 
standard to which all alternative pseudotypes are measured 
99. Advantages of VSVg 
include  that  the  glycoprotein  confers  a  very  broad  tropism  on  vectors  through  its 
interaction with an unknown cellular ‘receptor’ on host cells. It also produces a very 
high  vector  particle  stability,  allowing  for  concentration  to  a  high  titre  by 
ultracentrifugation 












































































1.5.1.4  Murine  Leukaemia  Virus  –  Amphotropic  and  Ecotropic  Strains 
(MLV‐A and MLV‐E) 
 
A  variety  of  envelope  glycoproteins  from  gammaretroviruses  have  been  shown  to 
pseudotype lentiviral vectors including those from ecotropic MLV, amphotropic 4070A 
MLV,  gibbon  ape  leukaemia  virus  (GALV)  and  RD114.  Ecotropic  MLV  (MLV‐E)  has 
numerous strains including Moloney, Friend, and AKV, all of which infect only murine 
cell types. The glycoprotein itself is processed from the protein Pr85 which is then 
processed  into  a  surface  (SU)  subunit  which  mediates  viral  binding,  and  a 
transmembrane  (TM)  subunit  which  mediates  viral  fusion 



























polymerase  enzyme.  Promoters  also  work  in  conjunction  with  other  regulatory 








regions  in  all  tissues  irrespective  of  environmental  or  developmental  factors.  (ii) 
Synthetic promoters; comprising of consensus DNA sequences of common elements 
from  natural  promoter  regions.  (iii)  Inducible  promoters;  functional  only  in  the 
presence  of  chemical  (compounds  not  normally  found  within  the  cell)  or  physical 
(abiotic and external factors such as light, heat, and injury) stimulus. (iv) Tissue‐specific 


























to  produce  therapeutic  levels  of  transgene  expression.  However,  strong  expression 




130,131.  Therefore,  the  use  of  tissue‐specific  promoters  in  this  context  is  a  good 
alternative to achieve; (i) restrictive transgene expression in target cells, (ii) controlled 

























of  a  SIN  lentiviral  vector  including  the  strong  viral  promoter/enhancer  SFFV,  the 









































liver,  adipocytes,  and  myeloid  cell.  (ii)  Core  binding  factor  (CBF)  also  known  as 
polyomavirus  enhancer  binding  protein  (PEBP)  involved  in  the  regulation  of  both 
retroviral and endogenous genes in lymphoid and myeloid precursor cells (Figure 1.10) 
7,138. Within a retroviral vector, the SFFV LTR was shown to provide extremely high 















































in  stably  transfected  tissue  culture  cells  in  the  absence  of  drug  selection  when 
integrated  within  centromeric  heterochromatin 


















Expanded  view  of  the  3kb  methylation  free  CpG  island  region  encompassing  the 













1.5.2.3  Human  Alpha‐1  Antitrypsin  and  LP1  Hepatocyte  Specific 
Promoter Elements 
 












specific  element  (Figure  1.12) 




























































Figure  1.12  Schematic  of  the  human  Alpha‐1‐antitrypsin  (AAT)  promoter.  The 
hepatocyte‐specific control region consists of tissue specific proximal element and two 
non‐specific  distal  elements.  A  and  B  represent  factor  binding  sites  essential  for 
activity.  Numbering  is  relative  to  the  transcriptional  start  site  in  hepatocytes.  The 
305bp AAT promoter contains distal element 1, the tissue specific element and TATA 
box.  Activator  and  repressor  proteins  are  indicated,  green  shapes  are  ubiquitous 
factors, and purple shapes liver‐enriched factors. Activator protein 1 (AP‐1); CCAAT 








The  use  of  promoters  to  confer  tissue  specificity  for  lentiviral  vectors  still  contains 
drawbacks including; (i) the ability of enhancers or other neighbouring promoters to 
affect transgene expression once the vector is integrated, (ii) read through into other 







































151.  To  combat  this,  four  tandem  copies  of  a  sequence 
complementary  to  miR‐142‐3p,  an  miRNA  expressed  highly  in  APCs  but  not  in 
hepatocytes,  were  incorporated  into  the  3’UTR  of  the  vector.  After  in  vivo 





































patients  have  a  recent,  spontaneous  mutation 
154.  Haemophilia  B  is  clinically 










result  in  serious  morbidity  and  mortality,  with  episodes  of  spontaneous  bleeding, 



















solvent‐detergent  treatment  of  plasma  concentrates  limited  cases  of  new  viral 














who  develops  antibody  inhibitors  to  FVIII  this  can  be  four‐fold  higher 
157.  Of  the 
approximately  400,000  people  worldwide  living  with  haemophilia,  75%  live 
predominantly in developing countries and receive only sporadic factor replacement 
therapy, or none at all (The World Federation of Haemophilia, 2009). Replacement 
therapy  also  requires  patients  to  adhere  to  a  challenging  routine  of  intravenous 
injections which can bring about long‐term problems with both intravenous access and 
infection 


















achieved  in  some  high  responding  patients  by  using  immunosuppression  in 


































to  the  blood  this  cascade  initiation  mechanism  is  called  the  extrinsic  pathway. 
Triggering the intrinsic pathway is linked to alterations in blood vessel lining which 
expose  blood  to  collagen  and  other  subendothelial  elements.  Exposure  to  these 
proteins activate factor XII, which leads to activation of factor XI and factor IX. FIXa 
binds to its cofactor, activated factor VIII (FVIIIa), calcium and membrane phospholipids 
to  activate  factor  X  resulting  in  the  formation  of  fibrin.  Thrombin  then  regulates 
coagulation by proteolytically activating an anticoagulation pathway. It binds to the 
cellular  receptor  thrombomodulin  (TM)  and  alters  its  substrate  specificity.  The 
thrombin‐TM complex acts to catalyse protein C to activated protein C (APC) which 








































































an  inactive  zymogen  is  converted  to  its  active  enzyme  counterpart,  which  then 
participates in the subsequent step of the coagulation cascade. Thrombin activates 

























copper‐binding  plasma  protein  ceruloplasmin  and  the  enterocyte  transmembrane 
protein hephastin, which have the structure A1‐A2‐A3 
164. The C domains again share 



















folded  domains,  prevent  aggregation  of  folding  intermediates,  and  allow  newly 
synthesized polypeptide chains to interact with ER chaperones and enzymes 
5. The 
importance  of  these  moieties  on  protein  secretion  has  been  demonstrated  by 



































through  proteolytic  degredation.  The  main  physiological  inactivator  of  FVIIIa  is 
activated  protein  C  (APC)  which  cleaves  in  the  A1  domain  at  Arg
























A1 A2 a1 a2 a3 B C1 C2 A3
N‐linked glycosylation 
A1 A2 a1 a2 B































and  C  domains  have  sequence  homology.  The  molecule  is  heavily  glycosylated 
containing 26 N‐asparagine linked glycosylation sites, 19 of which are found in the B 
domain. Upon secretion the FVIII is a heterodimer of heavy and light chains bound to 












is  a  well  characterised  monogenic  disorder  of  which  the  genes  cDNA  has  been 
successfully  identified  and  cloned,  (ii)  although  FVIII  is  normally  secreted  by 
hepatocytes and endothelial cells, as the gene product is a systemic plasma protein, the 
transgene  can  be  expressed  in  other  cell  types  including  adipocytes,  myocytes and 
fibroblasts,  (iii)  only a modest  increase  in  FVIII  plasma  concentration  is  needed for 









haemophilia  treatment  including  the  high  cost,  intravenous  injection  regimes,  and 
availability of treatment in the developing world. Both in vivo and ex vivo strategies are 
appropriate  for  factor  VIII  gene  therapy;  many  approaches  have  been  tested 
preclinically including systemic injections of both viral and non‐viral vectors expressing 
FVIII  cDNA,  and  modification  of  cells  such  as  haematopoietic  stem  cells  (HSCs)  or 
fibroblasts ex vivo. However, for over 20 years although preclinical results in animal 
models have been impressive, no approach as yet has been successful for long‐term 
treatment  in  human  trials 
4.  Gene  therapy  clinical  trials  for  haemophilia  A  are 
summarised in Table 1.2; the first was reported by Roth et al. in 2001 where autologous 
fibroblasts from skin biopsies of six severe haemophilia A patients were transfected ex 
vivo  with  a  plasmid  containing  a  B  domain  deleted  (BDD)  FVIII  cDNA  transgene. 





































































































Table  adapted  from  (Viiala  et  al.  2009) 







Insights  over  the  past  two  decades  into  the  secretion  pathway,  FVIII  structure  and 
function, and mechanisms of inhibitor development have led to bioengineered forms of 
factor  VIII  to  further  improve  haemophilia  A  therapy.  Bioengineering  recombinant 
factor VIII (rFVIII) aims to improve properties such as biosynthesis, secretion efficiency, 












addition  of  human  or  bovine  proteins,  and  subsequently  purified  using 
chromatographic techniques. Expression of rFVIII in this system is 2 to 3 fold lower than 
that  of  other  comparably  sized  proteins 
181,  which  is  also  true  for  gene  therapy 
applications. This drop in expression occurs because FVIII mRNA is very inefficiently 
expressed 
181‐183,  and  a  significant  proportion  of  the  primary  translation  product  is 
misfolded  and  ultimately  degraded 





any  loss  of  procoagulant  function 
185.  Removal  of  the  B  domain  also  significantly 
improved  the  yield  of  rFVIII  protein  as  a  result  of  increased  mRNA  levels  and 
translation. The reduced size of the cDNA, now just 4.4kb, also facilitated improved 




















affinity,  (ii)  it  has  an  increased  sensitivity  to  thrombin  cleavage  causing  consistent 
discrepancies  in  one‐stage  clotting  assays,  and  (iii)  it  has  approximately  a  four‐fold 
increase in specific activity compared to full length FVIII. Biochemical analysis in vitro 
also  revealed  that  despite  a  17‐fold  increase  in  mRNA  production  within  cells 
transfected with BDD‐FVIII in comapsion to wild‐type FVIII 
187, only a 30% increase in 
the  levels  of  secreted  protein  were  observed,  suggesting  that  the  rate  of  ER‐Golgi 
transport  was  actually  reduced 
172.  To  challenge  this  problem  and  build  on  the 
advantages of BDD‐FVIII, Miao et al., in 2004 
188 added back a short B domain sequence 
to  the  BDD‐FVIII,  optimally  226  amino  acids  and  retaining  6  sites  for  N‐linked 
glycosylation. This resulted in a 10‐fold increase in secretion in vitro from transfected 
COS‐1  cells 
188.  The  B  domain  has  also  been  shown  to  have  further  functions  and 
interactions which may be important to consider when designing bioengineered rFVIII 
molecules, these include, (i) interactions with chaperone proteins within the ER and 
golgi  which  allow  correct  folding  and  stabilisation  of  it’s  tertiary  structure,  (ii) 
interactions  within  the  ERGIC  which  facilitates  efficient  ER  to  golgi  transport  and 
therefore  increases  secretion  efficiency,  (iii)  shielding  thrombin  activation  sites, 









Further  functional  modifications  to  improve  secretion  efficiency  have  also  included 
substituting  the  B  domain  with  the  intron  from  human  factor  IX 
189;  successful  at 
increasing  mRNA  levels.  Reducing  interactions  with  chaperone  proteins  which  can 
retain  FVIII  within  the  ER  also  improve  secretion.  FVIII  contains  an  11‐residue 
hydrophobic beta‐sheet within the A1 domain which actively binds to the ER chaperone 
immunoglobulin‐binding  protein  (BiP).  The  single  mutation  Phe309Ser  within  this 





subunit  dissociation  and  proteolytic  inactivation.  This  was  achieved  by  deletion  of 
residues 794 – 1689 so that the A2 domain was covalently linked to the light chain, in 
combination  with  the  missense  mutations  at  thrombin  and  APC  cleavage  sites 
(Arg336Ile,  Arg562Lys,  and  Arg740Ala)  which  provided  resistance  to  proteolytic 
cleavage. These changes resulted in a single chain product which, despite having a 
lower affinity to vWF, had a five‐fold higher specific activity and a retained 3% of peak 
activity  after  4  hours 





Increasing  the  plasma  half‐life  of  FVIII  by  mutating  areas  which  bind  to  clearance 
proteins  is  a  further  option.  FVIII  may  interact  with  the  low‐density  lipoprotein 
receptor‐related protein (LRP) at the A2 domain residues 484‐509 and within the C2 
domains. It has been shown that when LRP binding is blocked by an antagonist, the 
half‐life  of  FVIII  was  significantly  prolonged  in  a  mouse  model 
193,194.  FVIII  is  also 
thought  to  bind  to  heparin  sulphate  proteoglycans  (HSPGs)  within  the  A2  domain. 



















































as  principal  targets.  Further  strategies  including  pseudotyping,  tissue  specific 




efficiency  and  relative  transgene  expression  in  muscle  and  liver  in  vivo  from  both 
integrating  and  non‐integrating  vectors.  Finally,  the  expression  of  B  domain 
bioengineered forms of a human factor VIII construct will be investigated both in vitro 

































































































































































































































































































































































exceeded  10%  (v/v)  of  the  total  reaction  volume.  Reactions  were  carried  as  per 
manufacturers’ instructions at the recommended temperature for 1‐2 hours and DNA 
digestion was verified by agarose gel electrophoresis. Double or triple digestions were 
performed  either  in  compatible  buffers  or  sequentially,  after  clean‐up  of  DNA  by 











using  a  voltage  of  50‐100V  (up  to  150mA)  and  the  separated  DNA  fragments 
subsequently  visualised  by  exposure  to  ultra‐violet  light  using  an  UVIdoc  gel 
documentation system. Following electrophoresis, DNA fragments were excised from 
agarose gels using a clean scalpel blade under ultra‐violet light. The DNA was then 












PCR  buffer  and  1U  of  Pfu  DNA  polymerase.  Cycling  conditions  depended  upon  the 
































minutes.  250μL  of  saturated  NaCl  (6M)  was  added  and  the  tubes  were  shaken 
vigorously  for  at  least  fifteen  seconds.  Tubes  were  centrifuged  at  16000xg  in  a 
microcentrifuge ten minutes and the supernatant transferred to a clean 15mL Falcon 
tube.  Two  volumes  of  absolute  ethanol  were  added  and  the  tubes  were  inverted 
several times until the DNA precipitated. The DNA was then removed, passed through 
ethanol (70%), transferred to a clean micro‐centrifuge and resuspended in 100μL of 























































passaged  when  80‐90%  confluent;  monolayers  were  first  washed  with  Dulbecco’s 
phosphate buffered saline (1x) (PBS) and then incubated for 5 minutes at 37°C with 



























centrifuge  for  5  minutes,  resuspended  in  1  ml  freezing  medium;  90%  FCS,  10% 
dimethylsulfoxide  (DMSO),  and  transferred  to  a  cryovial.  Cells  were  frozen  slowly 
overnight  to ‐ 70°C  in  an  isopropanol  freezing  box  and  then  transferred  to  liquid 
nitrogen. To revive frozen cells aliquots were thawed rapidly in a 37°C waterbath and 
slowly transferred to 9 ml cold growth medium. The cells were pelleted at 1200 rpm in 



































transfection,  the  media  was  collected  and  cell  debris  were  removed  by  filtration 
through  a  0.22μm  filter.  For  VSVg,  gp64  and  EboZ  pseudotypes  media  was  then 
centrifuged at 100,000xg in a Sorvall Discovery SE ultracentrifuge for 2 hours at 4˚C. For 
RRV pseudotyped vector media was centrifuged at 10,000rpm in a Sorvall Discovery SE 





















25µM  Chloroquine,  and  2.4mLs  transfection  reagent  added  to  each  flask.  Cells  are 
incubated at 37˚C, 5% CO2 for 6 hours after which the media is changed to 18mLs 
transfection  media.  48  and  72  hours  after  transfection,  media  is  collected  and  cell 
debris removed by filtration through a 0.22μm filter. 48mLs of supernatant is then 
added  to  a  50mL  Falcon  tube  and  centrifuged  at  4000rpm  in  a  Sorvall  Legend  RT 











tube  by  centrifugation  at  1500rpm  for  five  minutes.  The  samples  were  then 
resuspended in 300μL of 1% PFA in PBS. All samples were analysed on a Beckman 
Coulter XL flow cytometer using Expo2 software. A live gate was enabled to eliminate 
debris  and  10,000  events  were  collected,  identified  by  forward  scatter  side  scatter 
analysis. Samples were analysed using a CyAn ADP flow cytometry analyser and Summit 
version 4.1 software (DakoCytomation) to show the percentage of GFP positive cells. 

























































samples  were  analysed  using  primers  and  probe  to  the  viral  WPRE  sequence  for 
detection of integrated proviral copies, and using primers and probe to exon 5 of the 








increasing  without  converging,  obtained  against  a  standard  curve  for  the  lentiviral 
vector, titin or β‐actin, the number of copies of integrated virus could be calculated per 
cell. Reactions were performed using an ABI Prism 7000 Sequence Detection System 






















































1:40,  carrying  out  ten  1:2  serial  dilutions,  and  running  in  duplicate  on  the  plate. 
Biophen abnormal control plasma was also used as a further quality control for the 




















































expressing  a  luciferase  transgene.  Maxisorp
TM  96‐well  NUNC‐Immuno  ELISA  plates 
(NUNC) were coated with 200μg/mL recombinant luciferase protein (Promega) in 0.1M 













anti‐luciferase  IgG  antibody  (Invitrogen)  to  100ng/μL,  carrying  out  seven  serial  1:2 
dilutions, and adding to plates in duplicate. Samples and standards were incubated for 
















buffer  (Roche)  was  then  added  to  each  well,  plates  covered  with  cling  film  and 
incubated overnight at ‐80°C. Plates were subsequently thawed at room temperature 



























at  Imperial  College  London.  Mice  were  anesthetised  with  isoflurane  (Abbott 




















at  Queen  Mary’s  University  London.  Mice  were  injected  intraperitoneally  of  200μL 
30mg/mL  D‐luciferin  salt.  After  5  minutes  animals  were  anaesthetised  by 
intraperitoneal injection of 50μL of a 2:1 mixture of Ketaset® (Wyeth) and Rompun® 
(Bayer) and imaged with an IVIS cooled charge‐coupled device (CCCD) camera (Caliper 




Sciences)  and  expressed  as  photons  per  second  per  per  centimetre  squared  per 
steradian (photons/second/cm
2/sr). Background photon flux was defined from an ROI 





De  novo  methylation  of  promoter  sequences  from  tissue  of  transduced  mice  was 
analysed using the MethylCode™ Bisulfite Conversion Kit (MECOV‐50) (Invitrogen) as 
per manufacturer’s instructions. DNA was extracted from transduced tissue and treated 
with  bisulfite,  causing  unmethylated  cytosines  to  be  converted  into  uracil  while 
methylated cytosines remain unchanged. Bisulfite‐modified DNA was then amplified by 

































injected  intraperitoneally  with  the  muscle  relaxant  Hypnorm™  (Janssen 
Pharmaceuticals) and were anaesthetised with halothane (Concord Pharmaceuticals) 
using  Boyle’s  apparatus  (British  Oxygen  Company).  The  fur  covering  the  right 




























at  Imperial  College  London.  0‐1  day  old  neonatal  mice  were  subject  to  brief  (<5 
minutes) hypothermic anaesthesia. The heads were subsequently illuminated and 40µL 








































IDLV’s  have  relatively  low  immunogenicity  and  are  ideally  suited  for  long  term 
transgene  expression  in  differentiated  non‐dividing  cells.  Effective,  long‐term  (>8 
months) transgene expression of GFP has been observed from integration deficient 
lentiviral  vectors  (IDLVs)  in  murine  muscle  in  vivo  by  transduction  of  non‐dividing 
myoblasts  after  intramuscular  injection  of  vector  into  neonate  mice 
67.  Transgene 
expression from muscle cells can be effective for gene therapy of many monogenic 



















expression  recorded  was  low 
216.  The  use  of  non‐integrating  lentiviral  vectors  may 
increase expression levels of FIX or FVIII in vivo and vectors may be less immunogenic.  
 














































































upon  a  method  used  by 





VSVg.  All  pseudotyped  vectors  were  produced  efficiently  and  were  capable  of 
transducing  cell  lines.  All  alternative  pseudotyped  vectors  showed  narrower  tropic 
ranges in comparison to VSVg and reduced transduction efficiency with the notable 







































































































































were  pseudotyped  with  envelope  glycoproteins  from  either  VSVg,  (A)  baculovirus 
(gp64), (B) EboZ, (C) RRV, (D) MLV‐A or (E) MLV‐E. These preparations were titred by 
FACs on eleven target cell lines and titre values in TU/mL were normalized against 












































































































Results  reported  in  Figure  3.2  show  that  dividing  C2C12  cells  transduced  with  all 
integration proficient vectors had stable expression of GFP over time due to integration 














































































































































































































































and  non‐dividing  C2C12  cells.  Five  wells  of  cultured  C2C12  myoblast  cells  were 
infected with vectors expressing GFP at an MOI of 10 for VSVg and 25 for both gp64 
and  MLV‐A.  Transgene  expression  was  measured  over  time  by  flow  cytometry. 
Differentiation was induced using medium containing 2% horse serum, arresting cell 
division at 3 days after transduction. Graphs on the left represent dividing C2C12 cells 
and  those  on  the  right  represent  differentiated  non‐dividing  C2C12  cells.  (A)  Cells 


















charge‐coupled  device  (CCCD)  camera.  The  low  background  of  luminescence
  from 
normal  tissue,  the  rapid  turnover  of  luciferase  enzyme,





from  the  same  animals,  providing  temporal  and  spatial












Gag  protein  concentration,  respectively,  in  each  vector  stock,  allowing  an 




















































































































































































Figure  3.4  Relative  luciferase  expression  from  ILV  pseudotypes  in  vitro.  
Concentrated preparations of lentiviral vectors carrying a luciferase transgene were 



















































































Two  control  mice  were  also  injected  with  20μL  OptiMEM  as  negative  controls. 
Quantification of in vivo luciferase expression was assessed using an IVIS cooled charge‐














ROI 1=1113.1 ROI 2=616.33 ROI 3=1349.9 ROI 4=983.77
ROI 1=1402.5 ROI 2=851.31
ROI 1=1.4475e+06 ROI 2=4.1014e+06 ROI 3=4.1539e+06
ROI 1=851.27
ROI 2=1334.4 ROI 3=1198.3 ROI 4=645.01
ROI 3=2400.3
ROI 1=992.37 ROI 2=662.06 ROI 4=921.22
ROI 1=1532.2
ROI 2=1029.2 ROI 3=905.92 ROI 4=427.23
















































































































All  remaining  mice  were  sacrificed  at  60  days  post‐injection.  The  right  quadricep, 
spleen, and blood by cardiac puncture were taken from each mouse for analysis (see 
section 3.4.4). Injected muscle tissue was analysed for luciferase expression using the 
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To  see  if  an  anti‐transgene  immune  response  was  involved  in  the  loss  of  gene 
expression  we  monitored  both  the  animals’  cellular  and  humoral  immunologic 
responsiveness to luciferase protein.  
 
To  test  for  cellular  immunogenicity  to  luciferase  protein  a  splenocyte  proliferation 
assay was conducted. The method devised was based on that used by Brown et al. 
(2007) 









3H‐Thymidine  and  after  a  further  20  hour  incubation  plates 
harvested onto filter paper and uptake determined using a beta‐counter. Results are 
displayed  as  mean  counts  per  minute  (CPM)  (Figure  3.8).  The  proliferation  assay 










































































comparison  to  a  monoclonal  antibody  of  known  concentration  (Figure  3.9).  No 












































































transgene  transcription,  and  therefore  a  drop  in  luciferase  expression,  methylation 
analysis  of  a  194bp  region  of  the  SFFV  promoter  containing  10  potential  CpG 
methylation  sites  was  carried  out  using  the  MethylCode™  Bisulfite  Conversion  Kit 
(Invitrogen). Genomic DNA from injected muscle from one mouse in the VSVg and 
















































































3.5.1  In  Vitro  Expression  from  Integration  Proficient  and  Deficient 
Lentiviral vectors 
 
Both  integrating  and  non‐integrating  vectors  pseudotyped  with  VSVg  or  MLV‐E 











E  pseudotyped  vectors.  The  in  vitro  assay  reported  very  high  levels  of  luciferase 
expression per ng RT protein for all pseudotypes tested in all cells lines. However, all 

















































































each  preparation  was  injected  into  the  right  quadricep  for  three  mice  per  for 







































All  vectors  displayed  expression  in  the  injected  area  which  was  above  background 





2/sr,  respectively.  Integration  deficient  vectors  had 
significantly lower levels of expression at day 8 post‐injection at an average of 3.53 x 
10
4  and  5.60  x  10
3  photons/second/cm





ROI 4=1284.4 ROI 5=898.99 ROI 6=1892.9
ROI 2=47093
ROI 1=18242 ROI 3=38063
ROI 4=22847




ROI 4=506.63 ROI 5=1088 ROI 6=1024
ROI 1=2844.9
ROI 2=7131.2
ROI 3=7388.5 ROI 4=4577.2












































injection  of  integrating  and  non‐integrating  pseudotyped  lentiviral  vectors. 
Representative images are shown of mice 8 days post‐injection of 20μL (A) VSVg ILV, 
(B) VSVg IDLV, (C) MLV‐E ILV, (D) MLV‐E IDLV expressing a luciferase transgene into 






































4  for  days  8,  30  and  80  post‐injection,  respectively.  However,  levels  most  likely 










































the  area  of  injection  and  a  control  region  for  adult  DBA/1  mice  injected 
intramuscularly  with  20µL  VSVg  or  MLV‐E  pseudotyped  ILV  or  IDLV  expressing  a 
luciferase transgene. Values measured inside the control region were subtracted from 
























the  Luciferase  Assay  System  (Promega)  and  a  Bradford  protein  assay  (BioRad). 





non‐integrating  vector  was  significantly  lower  at  an  average  of  2646.1  and  3446.4 








































































































VSVg ILV VSVg IDLV MLV‐E ILV MLV‐E IDLV
































































VSVg ILV VSVg IDLV MLV‐E ILV MLV‐E IDLV



















































transgene  transcription,  and  therefore  a  drop  in  luciferase  expression,  methylation 
analysis  of  a  194bp  region  of  the  SFFV  promoter  containing  10  potential  CpG 
methylation  sites  was  carried  out  using  the  MethylCode™  Bisulfite  Conversion  Kit 
(Invitrogen) as described in section 3.4.4.2.   
 
Figure  3.17  shows  analysis  for  5  different  clones  for  DNA  cloned  from  transduced 
muscle of one mouse from either VSVg ILV or MLV‐E ILV vector groups. Shaded boxes 












































Potential  CpG  methylation  sites  are  represented  as  squares  and  are  shaded  if 













from  ILV  and  IDLV  pseudotypes  was  assessed.  There  was  no  significant 
difference  between  pseudotypes  tested  and  in  non‐dividing  cells  a  similar 
percentage of GFP
+ cells were observed over time for ILV and IDLVs.  
  All  pseudotypes  were  tested  in  vivo  by  direct  intramuscular  injection  of  ILV 
























producer  cells,  the  difference  in  transfection  method  used  (calcium  phosphate  in 






range  to  VSVg,  which  was  able  to  efficiently  transduce  all  cell  lines,  and  a  lower 
infectivity  of  all  cell  lines,  in  most  cases  a  one  to  five  fold  decrease.  The  notable 
exception to this was gp64 pseudotyped vector which showed a higher infectivity of 
both  ARPE‐19  (retinal  pigment  epithelial)  and  Huh7  (human  hepatoma)  cells  in 




assay  gp64  pseudotyped  vector  was  unable  to  transduce  Neuro‐2a  (murine 





epithelial)  cells  in  this  experiment  by  EboZ  pseudotyped,  in  comparison  to  the 
increased  transduction  in  vitro  and  in  vivo  shown  by 
120.  Also,  lentivector  (FIV) 






The  three  most  efficient  pseudotypes  to  transduce  C2C12  (murine  myoblast)  cells, 
VSVg, gp64 and MLV‐E, were then used to study the kinetics of integration proficient 












All  pseudotypes  were  then  tested  in  vivo  by  intramuscular  injection  of  vector 




expression  achieved  is  normalised  upon  TU  injected  MLV‐E  performs  significantly 
lower. The results obtained in vivo reflect the in vitro results in that VSVg consistently 
proves  to  be  the  most  efficient  pseudotype  to  transduce  murine  muscle,  however, 
there  is  disparity  between  in  vitro  and  in  vivo  results  obtained  for  the  ability  and 
efficiency  of  each  pseudotype  to  transduce  cells.  Therefore,  although  the  in  vitro 
methods  used  in  this  chapter  provided  much  data  in  a  timely  fashion,  in  practice 
accurate discovery on the ability of different pseudotypes to transduce particular cell 
types will need to be obtained by injection in vivo. Further to this, after injection of 
approximately  equivalent  TU  of  integrating  and  non‐integrating  vectors  into  adult 
murine muscle relative expression of luciferase from IDLVs in vivo was 15‐ to 40‐fold 
lower. This is a much more pronounced difference than the 1‐6 fold lower luciferase 





































hepatitis  B  virus  (HBV)  surface  antigen  expressed  from  a  lentivector  injected 
intramuscularly 
94.  Finally,  Limberis  et  al.,  in  2009 
224  showed  that  mice  injected 



















cytokine  release  by  stimulated  cells  using  an  ELISA  rather  than  look  at  cellular 






A  humoral  immune  response  to  luciferase  was  also  investigated,  measuring  anti‐
luciferase  antibodies  in  the  blood  sera  of  transduced  mice  at  the  end  of  each 






was  observed  in  all  samples  tested  from  mice  injected  with  integrating  vector 


































and  deficient  vectors  in  dividing  and  non‐dividing  Huh7  (human  hepatoma) 
cells.  
  To  assess  expression  of  human  factor  IX  from  integration  proficient  and 
deficient vectors in vivo via intravenous injection of adult C57BL/6 and BALB/c 
mice. 
  To  compare  biodistribution  and  expression  of  luciferase  from  integration 







making  them  useful  for  both  genetic  modification  and  analysis  of  a  wide  range  of 
tissues 
98.  IDLVs  can  be  produced  through  the  use  of  integrase  mutations  that 
















activation  of  NFκB).  Levels  of  15%  were  observed  in  the  same  paper  for  FVIII 
expression, however, a humoral immune response meant expression was transient 
200. 
Tsui  et  al.  (2002) 

















Finally,  the  distribution  and  expression  of  ILV  and  IDLVs  by  both  intravenous  and 













the  cell  growth  media  thereby  arresting  cell  division.  Integration  proficient  and 
deficient vectors expressing a GFP transgene were tested upon both dividing and serum 
starved  Huh7  cells  to  determine  if  transgene  expression  from  IDLVs  could  be 
maintained  over  time  in  arrested  cells.  Cell  viability  was  continually  monitored 
throughout  the  experiment  and  when  assessing  results  using  flow  cytometry  only 
viable cells were gated upon. However, unlike  the terminal differentiation of C2C12 





































































































































































The  mean  fluorescence  intensity  (MFI)  and  viral  copy  number  per  cell  was  also 
measured for each well of serum starved, non‐dividing, Huh7 cells. The calculated copy 
number was determined using qPCR for the human housekeeping gene β‐actin and the 



































































































































concentrations  are  sufficient  for  disease  amelioration 
200.  The  liver  is  the  natural 
producer of hFIX with hepatocytes the primary producing cells 
231. Hepatocytes make 
up  approximately  70‐80%  of  the  livers  mass  and  are  quiescent,  turning  over 
approximately  once  a  year 











































































expressing  human  FIX.  (A)  Quantification  of  p24


































duration  of  the  experiment  and  at  90  days  mice  had  an  average  expression  of 
615ng/mL.  At  30  days  post‐injection  mice  injected  with  integration  proficient  gp64 

















































































































































































































































tissue  taken  for  viral  copy  number  analysis  using  qPCR.  Figure  4.5  shows  the  copy 
number calculated for all tissues. Viral copy was highest for mice injected with VSVg 
hFIX  ILV  and  predominantly  found  in  liver  and  spleen  tissues  at  an  average  of  1.8 
copies/cell and 0.9 copies/cell, respectively. All other tissues tested in this group had 
<0.01 copies/cell. Proviral copy was above background in liver tissue for gp64 hFIX ILV 



























































































































































vectors  in  vivo  a  repeat  experiment  was  carried  out.  In  this  experiment  only  VSVg 
pseudotyped vector was investigated and injected into two strains of mice, BALB/c and 





that  efficient  gene  transfer  to  the  liver  can  be  achieved  but  that  hepatocytes  are 
transduced at a relatively low efficiency compared with nonparenchymal
 cells and that 
at  a  low  vector  dose,  this  effect  is  particularly  pronounced 
151.
  They


































RSV U3 hFIX WPRE SFFV
Ψ


























plasmid.  This  produces  empty  virions  with  no  lentivector  genome,  however,  hFIX 
protein will be secreted into the media and concentrated with virus when the media is 























Figure  4.7  Quantification  of  physical  vector  titre  and  in  vitro  hFIX  expression. 
Quantification  of  reverse  transcriptase  (RT)  protein  concentration  in  viral  stocks 

































































C57BL/6 - VSVg hFIX ILV






































BALB/c - hFIX Ghost Vector






































C57BL/6 - hFIX Ghost Vector






































BALB/c - VSVg hFIX IDLV






































BALB/c - VSVg hFIX ILV






































C57BL/6 - VSVg hFIX IDLV















































































C57BL/6 - hFIX Ghost Vector


























C57BL/6 - VSVg hFIX ILV


























BALB/c - hFIX Ghost Vector


























C57BL/6 - VSVg hFIX IDLV


























BALB/c - VSVg hFIX ILV


























BALB/c - VSVg hFIX IDLV

































4.5  Expression  of  Luciferase  in  Liver  from  Integration 
Proficient and Deficient Lentiviral Vectors 
 


































































































in  vitro.  Quantification  of  reverse  transcriptase  (RT)  protein  concentration  in  viral 






protein  in  ng.  Expression  for  293T;  human  embryonic  kidney  cells,  3T3;  murine 











tail  vein  per  vector  group  (ILV  and  IDLV)  with  7.8  x  10



















































    Figure  4.11  Representative  images  of  luciferase  expression  after  injection  of 












Day 4D a y  23 Day 135
ILV intravenous









Quantification  of  light  emission  in  the  defined  ROI  for  consecutive  images  allowed 
expression to be monitored over time in each animal, the results shown in Figure 4.12. 
Quantification in these regions shows that intravenous injection of both integrating and 
non‐integrating  vector  allowed  sustained  expression  of  luciferase  above  for  the 
duration of the 201 day experiment. Expression for ILV after intravenous injection rose 








day  16  rising  slightly  to  1.55  x  10
8  photons/sec/cm













at  1.37  x  10
6  photons/sec/cm















Luminescence  was  mainly  detected  in  the  liver  region  and  did  not  show  a  similar 
pattern of expression as observed for vector injected intravenously. Unfortunately, this 
mouse died at day 4, it is unknown if this is related to vector expression, however, 

































































































lung,  kidney,  testes  and  bone  marrow  taken  for  analysis.  Tissue  was  analysed  for 






















































































































































transduced  mice.  Liver,  spleen,  heart,  lung,  kidney,  bone  marrow  and  testes  were 
harvested  at  201  days  post‐injection.  One  mouse  remained  in  the  ILV  intravenous 
vector group, two in IDLV intravenous, and two control mice. (A) Genomic DNA was 
extracted and qPCR carried out to determine proviral copy number per cell. (B)  Ex vivo 










of  vector  delivery  were  investigated;  intravenous  injection  via  the  tail  vein,  or 



















using  qPCR.  Titres  for  vectors  were  calculated  at  2.38  x  10
9  and  1.18  x  10
7  vector 






















































































(RLU)  using  the  Luciferase  Assay  System  (Invitrogen)  at  72h  post‐transduction.  RLU 











titre  of  1.18  x  10

















Luciferase  expression  quantified  in  the  defined  ROI  was  plotted.  However,  as  the 








Day 2D a y  21 Day 50
IDLV intravenous
Day 2D a y  21 Day 50
IDLV hydrodynamic
Day 2D a y  21 Day 50
Controls
Day 2D a y  21 Day 50





(ii)  IDLV  intravenous;  (iii)  IDLV  hydrodynamic;  (iv)  Uninjected  control  mice. 
Luminescence was measured using an IVIS CCCD camera at a binning of 8 for 10, 60 or 














Figure  4.16  shows  each  vector  group  had  sustained  expression  over  50  days  post‐























































































the  four  remaining  mice.  Vector  distribution  was  mainly  in  the  liver  area  and  also 
higher expression in the tail at the site of injection.  
 
















analysis  and  luciferase  protein  quantification.  For  the  ILV  intravenous  vector  group 
copy  number  was  primarily  located  in  the  liver  and  spleen  tissue  and  a  negligible 
amount in the bone marrow. Viral copy in the liver tissue of ILV injected mice at 2, 21 
















respectively.  Copy  number  in  spleen  and  bone  marrow  of  these  injected  mice was 





















































































































































































be  detected  using  this  assay,  or  integrated  DNA.  A  relatively  low  increase  in  copy 
























































































































































































































































































mice  sacrificed  at  three  time  points  of  2,  21  and  50  days  post‐injection.  Relative 
Luciferase Units (RLU) per µg protein was determined by using the Luciferase Assay 














delivery,  copy  number  in  the  liver  tissue  of  transduced  animals  was  30‐fold 
lower compared to ILV.  




increased  expression  over  200‐fold  in  vivo  in  comparison  to  IDLV  injected 
intravenously.  
In this chapter expression of both FIX and luciferase from ILV and IDLV in liver were 









Huh7  cells  was  also  determined  for  all  vector  groups  tested.  IDLV  epsiomes  have 






























adult  immune  deficient  NOD/SCID  mice.  Long‐term  expression  of  luciferase  was 
maintained in mice injected with IDLV, primarily in the liver, but expression was ~200‐
fold lower compared to mice injected with ILV of the same number of vector genomes. 
























246.  Removal  of  cellular  barriers  to  hepatocyte  transfer  in  the  liver  may  also  be 
achieved: van Til et al., in 2005 
232 showed that inhibition of Kupffer cell function in vivo 



















































  To  investigate  luciferase  reporter  gene  expression  under  control  of  various 
mammalian promoter elements versus viral promoter elements in a lentiviral 






In  SIN  lentiviral  vector  constructs  internal  promoter  elements  are  essential  for 
transgene expression. Viral promoter elements such as the 5’ LTR of the spleen focus 









or γ ‐ interferon  have  also  been  shown  to  actively  inhibit  the  CMV  promoter 
254.  In 








































promoter  was  obtained  from  the  plasmid  pLucA1,  a  kind  gift  from  Dr.  Richard 
Harbottle, Imperial College London. The 255bp hAAT promoter and a 374bp region 








1.6kb  luciferase  cDNA  was  then  amplified  by  PCR  from  pLNT/SFFV‐Luc‐WPRE  using 
primers that created SbfI restriction sites at both the 5’ and 3’ ends of the PCR product. 




























RSV U3 Luciferase WPRE SFFV
Ψ
RRE ∆U3 RU 5 RU 5 cPPT A
RSV U3 Luciferase WPRE LP1
Ψ
RRE ∆U3 RU 5 RU 5 cPPT
RSV U3 Luciferase WPRE hAAT
Ψ
RRE ∆U3 RU 5 RU 5 cPPT
RSV U3 Luciferase WPRE UCOE
Ψ




RSV U3 Luciferase WPRE SFFV
Ψ
RRE ∆U3 RU 5 RU 5 cPPT RSV U3 Luciferase WPRE SFFV
Ψ
RRE ∆U3 RU 5 RU 5 cPPT A
RSV U3 Luciferase WPRE LP1
Ψ
RRE ∆U3 RU 5 RU 5 cPPT RSV U3 Luciferase WPRE LP1
Ψ
RRE ∆U3 RU 5 RU 5 cPPT
RSV U3 Luciferase WPRE hAAT
Ψ
RRE ∆U3 RU 5 RU 5 cPPT RSV U3 Luciferase WPRE hAAT
Ψ
RRE ∆U3 RU 5 RU 5 cPPT
RSV U3 Luciferase WPRE UCOE
Ψ
RRE ∆U3 RU 5 RU 5 cPPT RSV U3 Luciferase WPRE UCOE
Ψ




Figure  5.1  Schematic  of  SIN  lentiviral  vector  constructs  expressing  a  luciferase 



































To  assess  the  tissue‐specificity  and  relative  expression  of  each  promoter  in  vitro  a 
variety of liver and non‐liver cell lines were transduced with vector and analysed for 
transgene expression. 293T, Huh7, Hep‐G2 and 3T3 cells were transduced with a serial 
dilution  of  each  vector.  Luciferase  expression  was  calculated  72  hours  post‐








































bioluminescent  imaging.  40  µL  of  VSVg  pseudotyped  LV.SFFV.Luc.WPRE, 
LV.LP1.Luc.WPRE, LV.hAAT.Luc.WPRE or LV.UCOE.Luc.WPRE vector was intravenously 
injected into the superficial temporal vein of one‐day old neonatal mice (injections 


















































































































Quantification  of  light  emission  in  the  defined  ROI  for  consecutive  images  allowed 
expression to be monitored over time in each animal. As the imaging time and binning 



































































with  average  levels  defined  in  the  liver  ROI  measured  at  5  x  10
9  to  5  x  10
10 
photons/second/cm









































































































































6,  1.3  x  10























Figure  5.6  Quantification  of  luciferase  expression  in  tissue  taken  from  mice  after 
neonatal injection of lentiviral vectors expressing luciferase from various promoter 



































































































198bp  region  of  the  LP1  promoter  containing  9  potential  CpG  methylation  sites,  a 
195bp region of the hAAT promoter containing 8 potential CpG methylation sites, and a 
257bp region of the UCOE promoter containing 35 potential CpG methylation sites 
were  isolated  and  methylation  investigated  using  the  MethylCode™  Bisulfite 
Conversion Kit (Invitrogen). DNA from the liver from one mouse in each test group was 
extracted and treated with bisulfite, causing unmethylated cytosines to be converted 




























































each  vector  group  were  analysed  using  the  MethylCode




































target  tissue  would  also  provide  many  benefits:  Off‐target  expression  of  some 
















SFFV  and  UCOE  showed  strong  expression  in  all  cell  lines,  whereas  LP1  and  hAAT 
showed significantly higher expression in the liver cell lines Huh7 (human hepatoma) 













would  clear  transduced  cells  after  transduction.  The  methylation  state  of  each 
promoter in liver tissue was investigated at the end of the experiment. Methylation 
analysis showed minimal CpG sites methylated for each promoter. SFFV had the highest 







of  liver  tissue  from  each  mouse  at  the  end  of  the  experiment  and 
immunohistochemical  staining  was  carried  out  for  luciferase.  Unfortunately,  the 




































cDNA  sequence  upon  expression  of  hFVIII  protein  from  a  lentiviral  vector 
utilizing the ubiquitous promoter SFFV both in vitro in a non‐liver cell line and in 
vivo in a haemophilia mouse model.  









Factor  VIII  is  a  non‐enzymatic  plasma  protein  that  is  essential  for  normal  blood 





Cost  is  a  prime  issue  in  the  treatment  of  haemophilia  and  is  the  main  obstacle  in 
providing proper treatment worldwide. The yearly cost of providing care for a severe 





























































model  for  annotating  the  human  genome  and  a  valuable  ‘reference’  genome  for 
identifying genes and other functional elements such as regulatory elements in the 







factor  VIII  B  domain  shares  only  6%  sequence  homology  to  its  human  orthologue.  
However, although there is no apparent sequence conservation between B domains 
the  Fugu  B  domain  is  also  highly  glycosylated  with  11  asparagine  (N)‐linked 
glycosylation attachment sites across its length of 224 amino acids 
164. In 2005 Dr. 




















































740‐1649  and  site  directed  mutagenesis  used  to 
engineer an MluI restriction site ACG’CGT at positions 


















740‐1649  with  a  modified  SQ  sequence  (SQ
m)  of  14 
amino  acids ‐ SFSQNPPVLKTRHQR‐  inserted.  The 
modified sequence contains an MluI restriction site for 














(SFSQNPPVLTR)  is  referred  to  as  SQ





































































A1 A2 a1 a2 a3 C1 C2
BDD FVIII
A1 A2 a1 a2 a3 Fugu B Domain
FVIII Fugu B
FVIII N6




A1 A2 a1 a2 a3
SQ FVIII
SQm
A1 A2 a1 a2 a3 Fugu B Domain SQa SQb
SQ FVIII Fugu B
SQ FVIII N6




















A1 A2 a1 a2 a3 SQm
A1 A2 a1 a2 a3 Fugu B Domain SQa SQb




















































































































1060bp  fragment.  PCR  amplification  of  a  2066bp  fragment  using  primers  which 
created  MluI  and  SbfI  restriction  sites  on  the  5’  and  3’  ends,  respectively.  Each 
fragment  was  sequentially  cloned  into  pLNT/SFFV‐MCS  to  create  pLNT/SFFV‐FVIII 
Fugu B which was fully sequenced upon completion.  
A1 A2 a1 a2 a3 C1 C2 Fugu B Domain







remove  the  Fugu  B  domain  and  religation.  The  226/N6  B  domain  sequence  was 





cDNA  sequence  was  obtained  from 
186  and  was  modified  to  contain  an  MluI  site 
(underlined)  to  give  the  SQ
m  cDNA  sequence:  5’‐
AGC’TTC’AGC’CAG’AAC’CCC’CCC’GTG’CTG’ACG’CGT’CAC’CAG’CGG‐3’.  pLNT/SFFV‐SQ 
FVIII Fugu B was produced by site directed mutagenesis performed by Eurofins MWG 
Operon  (Ebersberg,  Germany)  to  add  the  flanking  SQ
a  and  SQ





























subset  of  optimal  codons 

















codon  usage  to  the  bias  of  Homo  sapiens  using  CAI  was  carried  out  by  GeneArt 
(Regensburg,  Germany)  using  their  in‐house  proprietary  software  GeneOptimizer
®. 
Optimisation also removes cis‐acting sequence motifs including; internal TATA‐boxes, 
chi‐sites  and  ribosomal  entry  sites,  AT‐  or  GC‐rich  sequence  stretches,  AU‐rich 
elements, inhibitory and cis‐acting repressor sequence elements, repeat sequences, 







































using  CAI  was  carried  out  by  GeneArt  (Regensburg,  Germany)  using  their  in‐house 
proprietary  software  GeneOptimizer




(C)  A  report  of  detrimental  sequence  motifs  found  in  the  non‐optimised  and  their 










All  nine  factor  VIII  constructs  were  used  to  produce  integrating  VSVg  pseudotyped 




















































vector  genomes  per  mL  was  determined  using  qPCR.  1  x  10













hours  incubation  media  was  collected  from  all  wells  and  assayed  for  factor  VIII 
expression using a sandwich ELISA (Affinity Biologicals) to measure FVIII antigen (Figure 
















































































constructs,  respectively,  indicating  that  the  presence  of  the  SQ  sequences  has  no 
substantial  influence  on  the  secretion  and  cofactor  activity  of  factor  VIII  protein. 








































































(0‐1  day  old)  haemophilia  A  (F8
tm2Kaz  generated  by  deletion  of  exon  17  
271  and 













































and  9  x  10








































in  FVIII  expression  was  observed  in  any  vector  groups.  Importantly,  no  significant 
difference  in  expression  was  observed  for  constructs  containing  different  B‐domain 
















































SQ FVIII Fugu B
SQ FVIII Fugu B (co)
SQ FVIII Fugu B






























































injection  of  lentiviral  vectors.  Six  to  ten  F8
tm2Kaz  neonate  mice  were  injected 
intravenously  via  the  superficial  temporal  vein  with  integrating  lentiviral  vectors 
expressing  factor  VIII  constructs.  Mice  were  bled  at  various  time‐points  over 











SQ FVIII N6 (co)
SQ FVIII N6









































6.3.3  Proviral  Copy  Number  in  Tissue  Taken  from  Mice  Injected  with 
Lentiviral Vectors containing hFVIII Constructs 
 






















SQ FVIII Fugu B (co)
SQ FVIII (co)
SQ FVIII N6 (co)













































SQ FVIII Fugu B
SQ FVIII N6
SQ FVIII (co)
SQ FVIII Fugu B (co)
SQ FVIII N6 (co)
SQ FVIII 
SQ FVIII Fugu B
SQ FVIII N6
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SQ FVIII Fugu B (co)































SQ FVIII Fugu B
SQ FVIII N6
SQ FVIII (co)
SQ FVIII Fugu B (co)
SQ FVIII N6 (co)
SQ FVIII 
SQ FVIII Fugu B
SQ FVIII N6
SQ FVIII (co)
SQ FVIII Fugu B (co)
SQ FVIII N6 (co)
SQ FVIII 
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SQ FVIII N6
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SQ FVIII Fugu B (co)































tissue  were  taken  from  mice  sacrificed  at  ~250  days  post  neonatal  injection  of 
























non‐optimised  and  codon  optimised  cDNA  sequences  by  an  integrating  lentiviral 














therapeutic  levels  of  factor  VIII  in  vivo  in  adult  haemophilia  A  mice  after  systemic 
injection  of  vector 














intravenous  delivery  into  adult  mice  of  an  FIV  vector  expressing  a  hFVIII‐226/N6 
construct mediated expression levels of ~25% normal human levels. Also a recent study 
by  Ramezani  and  Hawley  in  2009 








B  domain  deleted  (BDD)  factor  VIII  constructs  are  used  widely  in  gene  transfer 
experiments as there is no loss of FVIII procoagulant function and its smaller size is 
more  easily  incorporated  into  vectors.  A  variation  of  this  construct  is  a  BDD  FVIII 















been  incorporated  into  many  gene  transfer  vectors  including  plasmid 
198,  lentiviral 
vectors 
196,  and  oncoretroviral  vectors 

















fold  increase  for  SQ  FVIII  Fugu  B  in  comparison  to  SQ.  This  is  likely  due  to  more 























































However,  five  cases  of  acute  lymphoblastic  leukemia  in  two  SCID‐X1  clinical  trials 
caused by integration of the retroviral genome near proto‐oncogenes including LMO2 
have  raised  concerns  about  the  safety  of  integrating  vectors 
26‐28.  To  address  the 
problem of insertional mutagenesis whilst retaining attractive properties of lentiviral 
vectors, such as the ability to transduce both dividing and quiescent cells, integration 




risk  of  causing  insertional  mutagenesis  and  a  lower  risk  of  generating  replication 
competent  retroviruses  (RCRs) 


















are  well  characterised  murine  and  large  animal  models  available  for  preclinical 





In  this  project  I  investigated  the  use  of  IDLVs  for  gene  therapy  treatment  of 
haemophilia, our first approach was to deliver IDLVs to terminally differentiated muscle 




FIX  was  successfully  expressed  from  myotubes  and  that  post‐translational 
modifications  were  the  same  as  FIX  protein  expressed  from  liver  tissue 
213. 
Administration  of  non‐integrating  AAV  vectors  expressing  factor  IX  via  multiple 
intramuscular injection has successfully demonstrated long‐term transgene expression 
in both mouse and large animal models. AAV‐1 and AAV‐2 vectors expressing canine 
factor  IX  injected  intramuscularly  into  both  immunodeficient  (SCID)  and 
immunocompetent  (FIX  knock‐out)  mice  have  been  successful 
292.  However,  all 




293.  However,  Herzog  et  al.,  in  1999 
215  showed  sustained 

















however,  did  demonstrate  that  intramuscular  administration  of  vector  was  not 





67,  therefore  we  hoped  to  obtain  long‐term  expression  of  a  luciferase 
transgene in vivo in adult muscle using IDLVs and further target differentiated myocyte 
cells by using alternative envelope glycoproteins to pseudotype vectors. Unfortunately, 
none  of  the  alternative  pseudotypes  tested  in  vivo  in  this  study  showed  better 
transduction than the most commonly used VSVg envelope after a single intramuscular 
injection  of  integrating  vector.  A  significant  loss  in  luciferase  expression  was  also 
observed for all vectors tested, both integrating and non‐integrating. The cause of the 





























vectors  to  transduce  both  skeletal  and  cardiomyocyte  muscle  tissue  are  promising;  
transduction  of  myocardium  and  skeletal  muscle  was  achieved  after  a  single 
intravenous administration of AAV‐6 vector into mice treated with VEGF by Gregorevic 
et  al.,  in  2004 



















results  and  achieved  high  expression  (~30%  of  normal  levels)  of  human  FIX  after 
injection  of  an  integrating  lentivector  into  C57BL/6  mice.  However,  FIX  was  not 
detected in vivo after intravenous delivery of a comparative number of transducing 
units  of  IDLV  expressing  FIX.  200‐fold  lower  expression  of  a  luciferase  transgene 
expressed  from  IDLV  in  liver  in  comparison  to  ILV  was  also  observed  in  a  similar 
experiment  when  a  comparative  number  of  transducing  units  were  injected 
intravenously. Viral copy number in the liver of IDLV transduced animals was also 100‐










intraportal  delivery  of  VSVg  pseudotyped  IDLV.  Levels  were  approximately  100‐fold 
lower in comparison to ILV at around 0.3‐1% normal human levels. They also confirmed 
that expression was generated from vector episomes as levels of FIX protein in blood 
plasma  decreased  after  a  partial  hepatectomy  of  transduced  mice  (Dr.  Thierry 








processing,  and  epigenetic  effects  on  vector  episomes  would  be  advantageous. 
Transgene expression by lentiviral vectors integrated into host DNA can be subject to 
transcriptional  silencing  or  insertion  site‐dependent  positional  effects.  Epigenetic 
silencing can occur in a number of ways including DNA methylation and chromatin 
modification 
298‐300.  IDLV  episomes  may  be  more  susceptible  to  this  type  of 
modification,  or  cell  processes  in  general,  as  extrachromosomal  DNA.  Analysis  of 
epigenetic modifications can be achieved using bisulfite conversion of episomal DNA to 
















active,  tissue‐specific  promoters.  In  addition,  tissue‐specific  promoters  may  be  free 
from the cytokine‐mediated transcriptional silencing that limits the use of some viral 
promoters. In the majority of recent preclinical studies in which the liver is the target 





transduction  and  subsequent  expression  in  APCs  which  trigger  immune‐mediated 
destruction of transduced hepatocytes and the transgene product, and also through 












see  if  hepatocyte  cells  were  specifically  transduced  was  unsuccessful.  Further 
















































sequences  are  widely  distributed  throughout  the  FVIII  cDNA 
181,183,282,283  and  the 
increased  expression  following  codon  optimisation  may  be  in  part  due  to  the 
elimination of such sequences. However, deletion of the entire B‐domain which led to a 
17‐fold  increase  in  mRNA  and  primary  translation  product  only  resulted  in  a  30% 
increase in the levels of secreted protein, suggesting that the rate of ER‐Golgi transport 
was  reduced 













and  it  has  been  suggested  that  codon  usage  may  be  a  mechanism  to  regulate 
translation speed and thus allow stepwise folding of individual protein domains 
305,306. 
FVIII  is  a  complex  multi‐domain  protein  in  which  nonsequential  segments  of  the 
nascent polypeptide chain may interact in the three dimensional fold. Ribosome stalling 
at ‘rare’ codons may therefore lead to alternative folding pathways generating altered 


























may  be  an  increased  risk  of  mounting  an  immune  response  to  bioengineered 
constructs, particularly if xenogeneic protein sequences such as the Fugu B domain are 
incorporated into FVIII gene therapy vectors. However, as a main goal of haemophilia 



























to  replace  coagulation  factors.  These  may  include  the  use  of  integration  deficient 
vectors  to  decrease  the  risk  of  insertional  mutagenesis,  targeting  and  de‐targeting 
strategies to improve specific transduction and expression in target cells, transgene 
cDNA codon optimisation to improve expression, and manipulation of protein structure 
to  produce  improved  coagulation  function.  This  thesis  has  utilised  many  of  these 
approaches  and  the  data  found  gives  a  base  for  future  work  and  optimisation  to 
provide safe, efficient gene therapy for haemophilia. 
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